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               研究目的
 胆管癌は, 外科手術の進歩にも関わらず肝十二指腸間膜内への高度な浸潤のため切除不能とな
 ることが多く (鈴木 ら, 1989:Cancer 64, 658-666), 治療成績の向上には新たな治療法の開発
 が不可欠である。 これまでに, 胆管癌に高頻度に発現する腺癌関連抗原 MUCl と, T-LAK 細胞
 に発現する CD3 および CD28 を同時に認識する Bispecific 抗体 (以下 BsAb) を化学的に合成 し,
 これを T-LAK 細胞およびIL-2 とともに胆管癌細胞株 TFK-1 を皮下移植した SCID マウスの治
 療モデルに投与して, 腫瘍の増殖が抑制されることを報告した (片寄ら, 1996:σαησθr Rθ一
 sθαrcん, 56:4205-12)。 しかし, 腫瘍の完全寛解は得られなかった。 そこで今回T cell の活性化
 や TCR 活性の調節機能を行っている CD2 に注目し, anti-MUC1×anti-CD2 BsAb を新たに作
 成してその働きについて調べた。 また, BsAb の併用によって抗腫瘍効果が増強されるか検討し
 た。
               研究結果
 【方法】 BsAb の作製方法は以下の通りである。 まず, マウス hybridoma 細胞を BALB/c マウ
 スに腹腔内注射 して1～3週間後に腹水を回収 し, Protein Aカラムを用いて IgG を精製した。
 精製 した IgG はpepsin もしく はpapain で処理し, F(ab)'2 とした。 anti-MUCI mAb を DTT
 で還元し, 一方の anti-CD3 などを DTT で還元後, DTNB で処理し, それぞれ HPLC カラムで
 精製した後に混合し化学的に BsAb を合成した。 以下, 3種類の BsAbs を用いて, 胆管癌細胞
 株に対する抗腫瘍活性, およびMUC1 抗原に対する特異性, in vivo tumor mode1 での治療効
 果について検討した。
 【結果】
 (1)末梢血リンパ球 (以下PBMC) を anti-CD2, anti-CD3, anti-CD28 mAbの存在下で 72 時
 間培養 し, BrdU incorporation を ELISA で測定した。 anti-CD2 単独では増殖活性を認めなかっ
 たが, anti-CD28との併用で強い増殖活性を認めた。
 (2) PBMC を胆管癌細胞 TFK-1 と BsAb の存在下で 48, 72 時間培養した後, 回収して活性化表
 面マーカーである CD25 の発現を FACS で解析した。 anti-MUC×anti-CD3 (以下 M×3) 単独
 でもCD25 の発現が増加したが, M×28 と併用するとさらに発現が増加し, M×3, M×28, M
 ×2 の3種併用では最も発現が増強した。 また, 培養上清中の IFN一γの濃度も同様に3種併用
 で最 も高かった。
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 さらに 48 時間後の variable な癌細胞の割合を MTS assay で測定し tumor growth inhibi一
 七ion activity を調べたところ, M×3 単独の活性より M×28 との併用の方が活性は増強 し, 3
 種併用で最も高かった。 effector ce11 を T-LAK ce11 とした場合も3種の併用では E/Tratio=
 1.25 から高い抗腫瘍活性を示 した。
 (3) MUC1 高発現細胞に対 しては BsAb によって高い抗腫瘍活性を得られた。 また MUCl をほと
 んど発現 していないマウス大腸癌 Colon26 に MUCI epitope を transfect すると3種 BsAb によ
 る抗腫瘍活性は著明に増加 したことか ら, BsAb によって T-LAK cell はMUC1 を特異的に認識
 すると考え られた。
 (4) BsAb を3種併用 した時の抗腫瘍活性は, anti-MUCl, anti-CD3, anti-CD2 mAb を同時に
 添加して培養すると有意に活性が阻害された。 このことは, これら接着因子がT ce11 の活性化
 に強く 関与していることを示す。 anti-CD28 mAb で blocking を行った時は, ほとん ど活性は変
 化しなかった。 これは, anti-CD28 自体が co-stimula七〇ry signa1 として働くためと考えられた。
 (5)1x106 個の TFK-1 cell を移植した SCID mice に, day10 より4日間 BsAb および T-LAK 細
 胞, IL-2 500 1U/匹を静注して 10週間腫瘍径の測定を行った。 M×3と M×28 の併用でも7週
 目までは有意な抑制効果を認めたが, 以降は徐々に腫瘍が増大し, 有意差は認められなくなった。
 腫瘍の完全寛解も認めなかった。 それに対して3種併用では, 10 週目でも有意な抑制効果を認
 め, 22%に腫瘍の完全寛解も認め, in vivo でも抗腫瘍効果を発揮することが分かった。
 以上より, 3種の併用によってより強い抗腫瘍効果を誘導出来ることが分かった。 そのメカニ
 ズム は, 一つには接着分子が増えることによって T-LAK cell の targeting を高められることが
 挙げられる。 もう一つ重要なのは, これら接着分子によって細胞内に signal transduction が生
 じてT ce11 を活性化し, 例えば活性化表面マーカー CD25 の発現が増加したり, IFN一γの産生
 が増加するなどして抗腫瘍効果を増強すると考え られた。 外科的治療では限界のある癌治療に対
 して, 有効な治療となりうることを示した。 MUC1 発現腫瘍に対しては, BsAb を投与すること
 によって CTL を誘導するよりも簡単に, それに匹敵する効果を生体内で生むことが出来るので
 はないかと考えられる。 他にもこの方法は, 外科的切除後の免疫能の落ちている段階で用いるこ




 教室では治療成績の向上のため免疫療法に注目してきた。 これまでに, 胆管癌に高頻度に発現す
 る腺癌関連抗原 MUCl と, T-LAK細胞に発現する CD3 および CD28 を同時に認識する
 Bispecific 抗体 (以下 BsAb) を化学的に合成し, これを T-LAK 細胞および IL-2 と共に胆管癌
 細胞株を皮下移植した SCID マウスに投与し, 腫瘍の増殖が抑制されることを報告した。 しかし,
 腫瘍の完全寛解は得られなかった。
 今回, T ce11 の活性化や TCR 活性の調節機能を行っている CD2 に注目 し, anti-MUC1×anti-
 CD2 BsAb (以下Mx2) を新たに作成 し, BsAb の併用によって抗腫瘍効果が増強されるかを
 検討 している。
 まず, 末梢血リンパ球 (以下PBMC) を抗 CD2, CD3, CD28 mAb の存在下で 72 時間培養
 し増殖活性を測定した。 抗 CD2 単独では増殖活性を認めなかったが, 抗 CD28 との併用で強い
 増殖活性を認める。 また, PBMC を胆管癌細胞 TFK-1 と BsAb の存在下で 48-72 時間培養し
 た後, 回収して活性化表面マーカー CD25 の発現を FACS で解析した。 Mx3単独でも CD25 の
 発現は増加するが, 3種 BsAb 併用で最も発現が増強した。 培養上清中の IFN一γの濃度も同様
 に, 3種併用で最も高値を示 した。 また PBMc を TFK-1 と BsAb と 48 時間培養 した後, vari-
 able な癌細胞の割合を MTS assay で測定 して抗腫瘍活性を調べたところ, M×3 と M×28 の
 併用で活性が増強 し, 3種併用で最も高くなった。 effector ce11 を T-LAK ce11 と しても同様の
 結果を得た。 次に BsAb による抗腫瘍活性が MUCl 特異的かどうかを検討した。 MUC1 高発現
 の細胞株に対 しては高い抗腫瘍活性を認めたが, MUCl 低発現の細胞株に対 しては効果は低かっ
 た。 MUC1 陰性株 Colon26 に MUC1 抗原を transfect すると3種 BsAb による抗腫瘍活性は著
 明に増加した。 以上より BsAb によって, T-LAK cell は MUC1 を特異的に認識すると考えられ
 る。 assay system に抗 MUCl, CD3, CD2 mAbなどを同時に添加して培養すると有意に活性
 が阻害された。 このことは, これら接着因子がT ce11 の活性化に強く関与していることを示す。
 また, 1×106 個の TFK-1 ce11 を移植した SCID mice に, daylO より4日間 BsAb および T-LAK
 細胞, 1L-25001U/匹を静注し 10 週間腫瘍径の測定を行った。 M×3 と M×28 の併用では早期に
 は抑制効果を認めたが, 徐々に腫瘍が増大 し有意差は認められなかった。 それに対 して3種併用
 では, 22%に腫瘍の完全寛解も認め, in vivo でも有意な抗腫瘍効果を発揮することが分かった。
 以上より, 3種の併用によってより強い抗腫瘍効果を誘導出来ることが分かった。 そのメカニズ
 ムは, 接着分子が増えることによって T-LAK ce11 の targeting を高められると同時に, 細胞内
 に signal transduction が生 じてT cell を活性化し, 抗腫瘍効果を増強すると考えている。
 外科的治療では限界のある癌治療に対して, BsAb による免疫治療が有効な治療となりうるこ
 とを示した。 そういう意味で, 臨床1,屋用に一歩近づく手法と して学位論文に値する重要な研究と
 いえる。
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